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論文内容の要　旨
【目　的】
TUDC（tauroursodeoxycholic acid）は原発性胆汁性肝硬変や原発性硬化性胆管炎の治療に有
効とされる親水性胆汁酸である。TUDCは、また疎水性胆汁酸により引き起こされる肝細胞のアポ
トーシスを抑制するとされる。しかし、肝細胞に対する保護作用の機序は、はっきりとは解明され
ていない。また、現在の所、肝虚血再濯流の際の肝細胞アポトーシスに対する効果を検討した報告
もない。今回我々は、ラット肝温虚血再濯流モデルにおいてTUDCの肝細胞アポトーシスに対する
抑制効果及びその機序を検討した。
【方　法】
ラット肝温虚血再連流モデルに対する、TUDC投与の効果を検討した。雄SDラット肝に対して
1または2時間の70％肝温虚血の後、3または6時間再濯流させた。TUDC投与群はTUDC
（50mg／kg）を虚血30分前に静注投与した。コントロール群は生食のみの投与とした。生化学デー
タ評価のための採血は再港流6時間後に採取した。肝組織は再濯流3または6時間後に採取した。
肝細胞のアポトーシスはTUNEL染色により評価した。プロアポトーシス蛋白であるBaxの発現量
をmRNA、蛋白のレベルで検討した。
【結　果】
当モデルにおいてコントロール群に比べて、TUDC投与群で肝細胞アポトーシスの有意な減少を
認めるとともに、血清AST値の有意な減少をみた。RT－PCRによる検討ではTUDC投与群とコン
トロール群の間にBax mRNA発現量の有意な差は認められなかったが、ウエスタンプロット法に
より、TUDC投与群においてBax蛋白の細胞質からミトコンドリアへの移行が阻害されていること
が示された。
【考　察】
この研究の主な知見は肝温虚血再潜流障害に対するTUDCによる著明な保護作用が細胞質からミ
トコンドリアへのBaxの移行調整によりもたらされているという事である。
UDCAとそのタウリン抱合体は原発性胆汁性肝硬変や原発性硬化性胆管炎などの胆汁鬱滞性疾
患に有効であるとされる。さらにTUDCは疎水性胆汁酸により引き起こされる肝細胞障害に対して、
これを保護すると報告されている。虚血再濯流障害に対するTUDCの保護作用の報告は存在する。
しかし、虚血再濯流障害による肝細胞アポトーシスに対しTUDCが保護作用を有するという報告は
当研究が最初である。
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この実験のなかで行っているTUNEL染色はDNAの断片化を検出する方法で、組織切片中のア
ポトーシス細胞を検出する信頼性の高い方法である。また、血清ASTレベルは再潜流障害の確立
されたマーカpである。TUDC投与群の1時間虚血6時間再潜流群において血清AST値の有意な
減少と認めた。この結果はTUDCの膜安定化作用に起因すると考えるが、アポトーシス抑制の結果
でもあるとも考えられる。2時間虚血グループでは血清AST値の有意な差を認めなかったが、こ
の原因としては2時間虚血の肝細胞に与える傷害が強すぎて適当に評価できないのではないか、言
い換えると2時間虚血群では再潜流6時間後には血清AST値のピークを越え減少しているのかも
しれないと考えられる。
虚血再濯流障害に起因するアポトーシスは臓器移植の際には避けられない現象である。しかし、
肝グラフトの保存再濯流障害のメカニズムは、はっきりとは解明されていない。各種プロテアーゼ
や細胞内カルシウム濃度の変化が肝虚血再濯流障害の重要な因子であることが報告されている。ま
た、様々な臓器の虚血モデルにおけるアポトーシスの際に、セラミド、カスパーゼ、カルパインが
活性化していることが報告されている。アポトーシスのプロセスにおいてBaxがミトコンドリア膜
に移行し、pOreformationL、膜機能不全起こすことが知られている。このporeをcytochrome
Cが通過し細胞質内に放出されカスパーゼカスケードが活性化されアポトーシスが引き起こされる。
当研究で我々は、肝虚血再濯流障害において肝細胞のアポトーシスが著明に増加すること及びそ
れがBax蛋白の細胞質からミトコンドリアへの移行を伴うことを示した。またTUDC昼Bax蛋白の
発現には影響せずその移行を阻害することも示唆された。
しかし、TUDCのBax蛋白の移行作用が直接作用なのか、あるいは他の細胞質またはミトコンド
リア蛋白を介した反応なのか、はっきりしない。Baxが膜に結合する際のアンカー部位になるC－
terminalにTUDCが結合することでBaxの活性が阻害されているのではないかと推測される。また
Lは、界面活性剤であるTUDCの存在下でBaxの形態が変化するのではないかとも考えられる。実際、
ある種の界面活性剤の存在下でBaxが2量体を形成し活性を失うとの報告もある。
【結　論】
ラット肝虚血再濯流モデルにおいて、TUDCがプロアポトーシス蛋白であるBaxの細胞質からミ
トコンドリアへの移行を調整することにより肝細胞のアポトーシスを抑制する事が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本論文ではラット肝の温虚血再濯流モデルにおいて、胆汁酸タウロウルソデオキシコール酸
（TUDC）の虚血再濯流障害に対するアポトーシス抑制効果およびその機序を検討している。ラッ
ト肝を1または2時間虚血状態にし、再港流させ3または6時間後に肝組織、血液を採取した。
TUDC投与群と生理食塩水投与群の問の比較検討した結果、TUDC投与群では虚血再連流時に発生
する肝細胞のアポトーシスが著明に抑制された。またTUDC投与群でで血清AST値の減少効果を
認めた。更にTUDC投与群ではBax蛋白の細胞質からミトコンドリアへの移行が阻害されており、
これによりアポトーシスが抑制されることがわかった。この結果から、TUDCが肝虚血再潜流傷害
をアポトーシス抑制により軽減し、その機序としてBax蛋白活性化を阻害していることが明らかと
なった。再濯流傷害を抑制する臨床的薬剤が存在しない現在、この知見はTUDCの肝移植のための
肝細胞保護薬剤としての臨床応用への可能性を示唆するものであり、博士（医学）の学位に値する
と考える。
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